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membrane.  Their  structure  can  be  divided  in  three  regions:  Lipid  A,  core 
oligosaccharide  and O‐specific  chain  (Mayer  et  al.  1989; Raetz  and Whitfield,  2002; 








manno‐oct‐2‐ulosonic  acid)  and L,D‐Hep  (L‐glicero‐D‐manno‐heptose). The outer  core 
usually  contains more  common monosaccharides  and  shows  higher  heterogeneity. 
The O‐specific  chain polysaccharide  (O‐antigen)  is  the most variable portion  of  the 
LPS.  It  can  be  an  homopolymer,  formed  by  a  repeating  monosaccharide  or  an 
heteropolymer, composed by a variable number (up to 40) of repeating units, each one 
containing up to 10 sugars.  
One of  the most  important virulence determinant of Gram‐negative bacteria  is 
the  capsular  polysaccharide  (CPS).    It  encompasses  the  whole  cell  protecting  the 
bacterium  from  the  innate  immune response. At  the same  time,  together with  the O‐




Very  little  is  known  about  the  mechanism  of  capsule  association  to  the  cell 
surface. As  in several pathogen bacteria  the capsule has been described as  the major 
virulence determinant, we started to study the mechanism of capsule association to the 





in  the  core  oligosaccharide  biosynthesis  of  LPS  from  Klebsiella  pneumoniae  and 
Escherichia  coli,  and  their  involvement  in  the  interaction  between  the  core 
oligosaccharide and the capsule. 
The  structures  of  LPS  from  several  mutants  from  Klebsiella  pneumoniae  and 
Escherichia coli, which showed a decrease in the capsule association, were analysed. 
Klebsiella  pneumonieae  is  an  important  nosocomial  opportunistic  pathogen,  of 
which, almost all clinical isolate are capsulate. Recently it has been demonstrated that 




Vinogradov  et al., 2001), only one Galacturonosyl  transferase was  identified  (WabG; 
Izquierdo et al., 2003). Since it was observed a decrease in the cell bound capsule in a 
mutant  lacking  the  unknown  orf10  gene,   we  hypothesized  that  it  could  encode  a 
second GalA transferase. In order to prove it, the structure of the core oligosaccharide 







GalA  (terminal‐galacturonic  acid)  residue  respect  to  the  wild  type  core  structure, 
confirming that orf10 gene encodes for a galacturonosyltransferase (Fresno et al., 2007). 
Moreover,  transmission  electron  microscopy  experiments,  carried  out  in 
Spanish laboratories showed a drastic reduction in the amount of cell‐bound capsule 
for the Klebsiella pneumoniae 52145 ΔwabO mutant in comparison to wild type cells. A 
similar  result  was  obtained  using  the  double  mutant  ΔwaaL‐ΔwabO  cells  versus 
ΔwaaL.  As  expected,  introduction  of  wabO  gene  restored  wild  type  levels  of  cell 
surface associated K2 capsule. 
Confirmation  of  the  presence  of  an  ionic  interaction  between  the  core 
oligosaccharide and the K2 capsular polysaccharide in Klebsiella pneumoniae 52145 was 
obtained  after  co‐extraction  of  the  two  components  and  their  separation  on  a 
Sephacryl S‐200  column  in denaturing  conditions, as previously  reported  (Fresno  et 
al., 2006).  
YibD protein of E. coli showed high similarity with the WabO and contained a 







In  order  to  simplify  this  analysis  two  mutants  were  constructed  for  E.  coli 






OHwaaL‐yibD resides  in the  inner core and  in particular  in the third Kdo residue, which 
was absent in the LPSwaaL‐yibD. To confirm these results, ESI‐MS analysis was performed 
on mutants with an high truncated core too (LPSwaaF and LPSwaaF‐yibD). 
Thus  we  determined  the  function  of  the  yibD  gene  which  resulted  to  be 
responsible of the transfer of the third Kdo residue in the inner core of E. coli O16:K1 
(K‐12 core type). The lack of the negatively charged Kdo residue leads to a decrease in 
the  cell bound  capsule. These data  suggested  that  also  in  this  case,  as  for Klebsiella 






Several  haloalkaliphilic  bacteria  are  able  to  thrive  in  alkaline  hyper‐saline 
environments  thanks  to  their  ability  to maintain  a  lower  salt  concentration  and  a 




The  lipopolysaccharides  are  supposed  to  play  a  crucial  role  in  the  outer 
membrane  permeability  properties. Nevertheless,  few data  are  available  about LPS 
structure  from  haloalkaliphilic microorganisms  (de  Castro  et  al.,  2003),  even  if  the 





Recently  it was determined  the O‐chain  repeating unit structure of  the LPS of 
Halomonas pantelleriensis which  is  constituted by  the highly  charged  tetrasaccharidic 
repeating  unit  →4)‐β‐D‐GlcpA‐(1→4)‐α‐D‐GalpNAcA‐(1→3)‐β‐L‐QuipNAc‐(1→2)‐β‐
D‐[4‐O‐(S)‐1‐carboxyethyl]‐GlcpA‐(1→ (Corsaro et al., 2006). 
The  core  structure  has  been  elucidated  by  using  ESI  ICR‐FT MS  and  NMR 
spectroscopy (Pieretti et al., 2007).  
The  products  obtained  after  both  mild  acid  hydrolysis  and  strong  alkaline 
treatment of  the LPS were analyzed and  this allowed  the  identification of  two main 
core oligosaccharides  for Halomonas pantelleriensis, which differ  for one heptose unit. 
Moreover, the presence of 4‐linked uronic acids in the O‐chain polysaccharide allowed 






           Chapter 1 
             






Bacteria  are  unicellular  microorganisms  found  in  every  habitat  on  Earth, 
growing  in  soil,  acidic  hot  springs,  radioactive  waste,  seawater,  and  deep  in  the 
Earth’s crust. Bacteria are prokaryotes and, unlike animal cells and other eukaryotes, 
do not contain a nucleus and rarely harbor membrane‐bound organelles. Prokaryotic 




Bacterial  cells  display  a wide  diversity  of  shapes  and  sizes  (Figure  1.1),  generally 
characteristic of a given bacterial species. Most bacterial species are either spherical, 
called cocci or rod‐shaped, called bacilli. Some rod‐shaped bacteria, called vibrio, are 
slightly  curved  or  comma‐shaped;  others,  can  be  spiral‐shaped,  called  spirilla,  or 
tightly coiled, called spirochetes. A small number of species even have tetrahedral or 
cuboidal shapes. This wide variety of shapes  is determined by the bacterial cell wall 













Sometimes,  closely  related  bacteria  can  show  differences  in morphology  and 
metabolism, due to lateral gene transfer. To overcome uncertainties, modern bacterial 
classification  emphasizes  molecular  systematics,  using  genetic  techniques  such  as 




































envelope  and,  in  particular,  the  size  of  the  peptidoglycan  (PG)  layer,  that  is much 
thicker  in Gram‐positive  bacteria.  Furthermore, Gram‐negative  bacteria  possess  an 
outer membrane,  external  to  their  peptidoglycan  layer,  that  is  not  present  in  their 




diffusion  of  small molecules  like  antibiotics  (Demchick  and Koch,  1996; Pink  et  al., 
2000). 
This means  that Gram‐negative bacteria Outer Membrane  is more  selective  in 
the diffusion of molecules from the environment into the cell. 
Among Gram‐negative bacteria, the Enterobacteriaceae constitute a  large family, 
which  comprises  many  familiar  pathogens  such  as  Escherichia  coli  and  Klebsiella 





Klebsiella  pneumoniae  is  a  non  motile  and  usually  capsulated  Gram‐negative 
bacillus belonging to Enterobacteriaceae family. It was isolated for the first time in the 
XIX century from the german bacteriologist Edwin Klebs. Klebsiella species have been 
isolated  from  environment  (water,  soil,  industrial  effluent)  as well  as  from  healthy 
humans  and  animals.  Its  ability  to  cause  diseases was  first  recognised  in  1882  by 






Actually,  Klebsiella  pneumonieae  is  an  important  nosocomial  opportunistic 
pathogen (Williams and Tomàs, 1990) causing infections that may occur at almost all 
body  sites, with highest  incidence  in  the urinary and  respiratory  tracts.  It  is  second 
only to Escherichia coli as the most common cause of Gram‐negative sepsis. The main 
populations  at  risk  are  neonates,  immunocompromised  hosts,  and  patients 
predisposed by surgery, diabetes, malignancy, etc. 
Almost all clinical isolate from Klebsiella pneumoniae are capsulate and although 
not all capsulate strains are virulent,  the K‐antigen has  long been considered as  the 
major virulence determinant in Klebsiella pneumoniae. In particular it has been reported 
that various strains of Klebsiella pneumoniae are able to produce an extracellular toxic 
complex  (ETC)  that  is  responsible  for  virulence.  This  complex  is  reported  to  be 
composed of 63% of capsular polysaccharide (CPS), 30% of LPS and 7% of proteins. It 




Escherichia  coli  was  discovered  in  1885  by  Theodor  Escherich,  a  German 
pediatrician and bacteriologist.  It  is  the predominant  facultative anaerobe of  the gut 




Nevetheless,  certain  strains  have  acquired  virulence  factors  and may  cause  a 






Among  the  E.  coli  causing  intestinal  diseases,  there  are  six  well‐described 
“pathotypes”:  enteropathogenic  (EPEC),  enterotoxigenic  (ETEC),  enteroinvasive 
(EIEC),  enterohaemorrhagic  (EHEC),  enteroaggregative  (EAEC)  and  diffusely 
adherent (DAEC) E. coli. These pathotypes have virulence attributes that help bacteria 




Bacteria possess a cell envelope  that protects  them  from  the environment and 
from its potential harmful influences (Figure 1.2). Moreover it enables the bacteria to 



















In  Gram‐negative  bacteria,  lipopolysaccharides  (LPS)  constitute  75%  of  the 
outer membrane. LPS molecules can be divided in three regions (Figure 1.3): lipid A, 
core  oligosaccharide  and O‐specific  chain  (Mayer  et  al.  1989;  Raetz  and Whitfield, 
2002; Yethon and Whitfield, 2001). The  three  regions are different  in structure, with 





Due  to  the presence of  a  relative high number of  saturated  fatty  acids  in  the 
lipid  A  and  to  the  formation  of  salt  bridges  between  different  LPS  molecules, 
mediated by divalent cations, lipopolysaccharides confer rigidity to the OM. This give 
an explanation to the resistance of the Gram‐negative bacteria to a series of antibiotics.  















Lipid A    is  the glycolipid portion of  the LPS and anchors  the molecule  in  the 
OM  (Figure  1.4).  Its  structure  is  highly  conserved  and  is  constituted  by  a  1,4’  bis‐
phosphorylated β‐1,6‐D‐glucosaminyl‐D‐glucosamine disaccharide. Position 2, 2’ and 
3,  3’  of  the  glucosamine  residues  are  substituted  by  primary  fatty  acids,  usually 






The  three  regions  of  the  LPS  are  synthesised  through  different  biosynthetical 
pathways.  The  mechanism  for  lipid  A  biosynthesis  (Figure  1.5)  starts  from  UDP‐






is  catalyzed  by  the  LpxC  de‐acetylase.  Afterwards  a  second  fatty  acid  chain  is 
transferred  to  the  free  nitrogen  at  position  2.  Some  UDP‐2,3‐diacyl‐glucosamine 
molecules are cleaved at the pyrophosphate linkage giving the lipid X, which links its 





In  E.  coli  the  transfer  of  the  Kdo  residue  to  the  lipid  A  is  catalyzed  by  the 
bifunctional  WaaA  glycosyltransferase  before  the  completion  of  the  lipid  A 
biosynthesis. The lipid A  is known as the real bacterial endotoxin. It has been reported 










the outer core. The  former one, spatially closer  to  the  lipid A,  is more conserved and 
comprises peculiar sugars such as Kdo (3‐deoxy‐D‐manno‐oct‐2‐ulosonic acid) and L,D‐
Hep  (L‐glicero‐D‐manno‐heptose).  The  outer  core  usually  contains  more  common 
monosaccharides  and  shows  higher  heterogeneity.  This  is  not  surprising  since  this 




Bacteria  belonging  to  the  Enterobacteriaceae  family  share  the  same  inner  core 








carbohydrate  backbone  is  known  for  a  given  core  oligosaccharide  and  the  extent  of 
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been  found  among  commensal  isolates  (Amor  et  al.,  2000). R1  core  type  dominates 




charged  groups  such  as  phosphates,  pyrophosphates,  phosphoryl‐ethanolamine  or 
pyrophosphoryl‐ethanolamine.  Moreover,  rhamnose  (Rha),  galactose  (Gal),  N‐
acetylglucosamine (GlcNAc) and glucosamine (GlcN) can also be found. For instance, 
E.  coli K‐12  core  type usually  contains a Rha  residue and a  third Kdo unit  linked at 
positions O‐4 and O‐5 of the second Kdo, respectively.  
Only  two  core  types  have  been  characterized  in  Klebsiella  pneumoniae  LPS 
(Vinogradov  et  al.,  2001;  Vinogradov  et  al.,  2002;  Regue  et  al.,  2005  (b)).  Both  lack 
phosphoryl substituents. But, alternatively,  they possess charged monosaccharides  in 
the outer core. The  two core  types share  the  inner core structure and  the outer‐core‐
















with one heptose residue of  the  inner core. The  ligation sites  for O polysaccharides  (O‐PS) are 



















































































Once  the biosynthesis of  the Kdo2‐lipid A  is completed  the molecule serves as 
acceptor on which the core oligosaccharide is assembled. Core biosynthesis occurs via 














































In  E.  coli,  genes  present  in  the  gmhD  operon  are  involved  in  the  inner  core 




transferase  in E. coli, which acts during  the  lipid A biosynthesis  transferring  the  first 




Fig.1.9.  (A) Cluster waa  of  the  genes  involved  in  the  core OS  biosynthesis  of E.  coli K‐12.  (B) 
Structure of  the E.  coli K‐12  core OS. Dashed  arrows  indicate nonstoichiometric  substitutions. 
Dotted  lines  identify  the  known  or  predicted  genetic  determinants  involved  in  the  indicated 
linkages. 
 
As  Escherichia  coli  is  one  of  the  best  studied microorganisms,  the  function  of 

















































the non  stoichiometric addition of Kdo  III  to Kdo  II.  It has been  reported  that over‐
expression  of  the  waaZ  gene  in  a  strain  of  E.  coli with  R1  core  type,  resulted  in  a 
truncation of the outer core and in the presence of the Kdo III in the inner core, which 
normally  is  not  present  in  the  R1  core  type.  Since  no  evidences  were  found,  that 
indicated the WaaZ as a glycosyltransferase, those results suggested that the waaZ gene 





Fig.1.10.  (A)  Cluster  waa  of  the  genes  involved  in  the  core  OS  biosynthesis  of  Klebsiella 
pneumoniae 52145.  (B) Structure of  the  core OS  from Klebsiella pneumoniae 52145. Dotted  lines 
identify the known or predicted genetic determinants involved in the indicated linkages. 
 
Klebsiella  pneumoniae waa  cluster  also  comprises  the waaA,  the waaQ  and  hldD 


































core of Klebsiella pneumoniae  requires  two enzymatic  steps. First,  the WabH  catalyzes 
the addition of N‐acetyl‐glucosamine at position O‐4 of the GalA residue and then a de‐
acetylation step occurs, catalysed by the WabN enzyme (Regué, 2005 (a)). However, the 
waa  gene  cluster  characterization  in  Klebsiella  pneumoniae was  not  completed,  as  no 
function was assigned to the orf10 gene. 
 




necessary  for  cell viability.  It had been    suggested  that, between different negatively 
charged LPS molecules, the formation of salt bridges, mediated by divalent cations, can 
occur providing an ordered and resistant protective barrier.  
Mutants  of  E.  coli  and  Salmonella  with  high  truncated  core  oligosaccharides, 
which  lacked  the  inner core heptose  region, displayed a deep‐rough phenotype.  It  is 
characterized by  a decrease  in  the  content of OM proteins  and,  correspondingly,  an 
increase in the amount of phospholipids, which appear also in the outer leaflet of the 
OM. This causes higher permeability of  the OM,  that  increased  the sensitivity of  this 




Afterward,  it was reported  that  the waaP gene  in E. coli was  involved  in Hep  I 
phosphorylation  (Parker  et  al., 1992; Yethon  et  al., 1998). Moreover,  the waaP mutant 
showed a truncation of the core. In fact, the addition of the phosphate group at Hep I is 






the  mutation  in  the  waaP  gene  resulted  in  a  deep‐rough  phenotype,  showing  an 
increased  sensitivity  to  hydrophobic  compounds,  noviobiocin  and  sodium  dodecyl 







both show the  lack of phosphoryl substituents  in the  inner core region. Nevertheless, 
they contain  two GalA residues  that contribute  to  the maintenance of  the OM.  It has 
been reported (Frirdich et al., 2005) that a mutant lacking both galacturonic acids (after 
deletion  of  the UDP‐galacturonic  acid  precursor)  showed  characteristics  of  a  deep‐
rough  phenotype.  These  results  indicated  that,  in  maintaining  outer  membrane 
integrity,  the carboxyl groups of galacturonic acids play a role which is equivalent to 
the phosphoryl substituents in E. coli. Moreover, it has been proposed that the presence 
of galacturonic acids  instead of phosphates  could provide certain advantages  for  the 
bacterium  in habitats  that are  low  in phosphates and  in divalent cations  involved  in 
cross‐linking adiacent LPS molecules, because the carboxyl groups become more easily 













be  an  homopolymer,  formed  by  a  repeating monosaccharide  or  an  heteropolymer, 
composed by a variable number (up to 40) of repeating units, each one containing up to 
10  sugars.  The  O‐antigen  can  also  contain  other  substituents,  like  acetyl  groups, 
hydroxybutirryl groups, etc. that can be often found in non stoichiometrically amount 
in the repetitive unit. Furthermore, in several cases non‐usual sugars have been found 
in O‐chain polysaccharides  from various genera of bacteria,  contributing  to  the high 
structural variability of the O‐antigen.  











Raetz  and Whitfield,  2002).  It  involves  a  first  activation  step which  consists  in  the 



















of  the  three mechanisms.  In  the case of heteropolymers or branched polysaccharides, 




of  homopolysaccharide  chain  occurs  by  a  second  mechanism,  in  which  the  chain 
elongation  occurs  totally  in  the  cytoplasm.  The  polymer  is  translocated  into  the 




























core,  or  as  Rough  LPS,  that  only  contains  the  core  linked  to  the  lipid  A.  The 
explanation  for  these  different  phenotypes  is  the  fact  that  the  loss  of  the  highly 




The  surface of many Gram‐positive  and Gram‐negative  bacteria  is  covered  by 
several  kind  of  polysaccharides,  such  as  capsular  polysaccharides  (Figure  1.13).  A 
number of possible functions were suggested for these molecules. For  instance, being 




kind  of  sugars.  In most  cases  they  contain  acidic monosaccharides  and  additional 
substituents that contribute to structural diversity. They are divided in four groups on 
the  basis  of  their  biological  and  chemical  properties.  Despite  the  high  number  of 











It has been reported  that  in E. coli O9:K30  (group  I K antigen) and O8:K40:H9 
(group II K antigen) capsule association occurs through the lipid A‐core portion of the 
LPS. In the first case, in particular, only K30 oligosaccharides resulted to be covalently 
linked  to  the  lipid  A‐core  region,  while  no  suggestions  were  reported  for  the 
association of the high molecular mass K30 CPS to the cell surface (MacLachlan et al., 
1993). As for K40 CPS, belonging to group II K antigen, long chains of CPS resulted to 
be  linked  to  the  Lipid  A‐core  LPS  (Jann  et  al.,  1992).  Group  II  and  III  capsular 
polysaccharides were found in E. coli isolates that cause extra‐intestinal infections. For 
E.  coli  K92  CPS  it  was  suggested  that  the  polysaccharide  was  linked  to  a 
diacylglycerophosphate  through  a phosphodiester  linkage  although  an unequivocal 
determination of  the  linkage was not possible  (Gotschlich  et al., 1981).  In E. coli K12 
and  K82  CPSs  preliminary  evidences  suggested  that  the  linkage  with  the  
diacylglycerophosphate moiety is mediated by a Kdo residue (Whitfield, 2006).  
Recently  it  has  been  demonstrated  that  in Klebsiella  pneumoniae  52145  the K2 




















Gram‐negative  bacteria.  Lipid  A  molecules  are  detected  in  the  order  of  picomolar 
levels by an ancient receptor of the innate immune system present on macrophages, the 




on  the surface of specific  immune cells,  like macrophages, and allows LPS  to  interact 
with TLR4. This interaction activates a signal transmission to the cell nuclei that leads 
to the expression of genes involved in the biosynthesis of cytokines (cell inflammation 
mediators,  Figure  1.14). High  levels  of  LPS  cause  excessive  release  of  inflammatory 






An  important  role  in  the  early  host  defence  mechanisms  is  played  by  the 
complement system, which is constituted of a series of glycoproteins that are normally 
found  in  the  blood  in  an  inactive  form.  It  can  be  activated  both  with  or  without 
intervention  of  antibodies  and  it  implies  the  formation  of  a  proteic  complex  on  the 
bacterial  cell  wall,  which  leads  to  cell  lysis.  Gram‐negative  bacteria  activate 
complement by molecules located on the bacterial cell surface, like LPS. In particular it 






Bacteria  have  to  protect  from  the  host  immune  system.  For  this  reason  some 
bacteria  overproduce  and  excrete  copious  amount  of  high  molecular  weight 
polysaccharides, which  encompass  the whole  cell  forming  a protective  capsule. This 
structure  in  fact  protects  the  bacteria  from  the  host  inflammatory  response.  In 










are  frequently directed against epitopes of  the polysaccharidic portion of  the LPS, or 
other  bacterial  antigens.  This  justifies  the  high  structural  variability  of  the  LPS  O‐
antigen respect to the core and lipid A regions. Moreover, the presence of the CPS on 
the cell wall hides the O‐antigens and does not allow the antibody to recognize it.  
CPS  can  also  induce  the  formation  of  anti‐capsular  antibodies  of  the  specific 
immune  response,  that  are  active  in  the  host  protection  from  infections. Capsular‐
specific antibodies are formed at a late stage of infection and overcome the protective 
action of capsules. Nevertheless, some capsules are not recognised as  foreign by  the 
host,  so  antibodies  are  not  produced  and  bacteria  is  able  to  escape  from  the  host 














As stated above  the capsular polysaccharides are able  to elicit  the  type‐specific 
protective  immune  response  and  to  protect  bacterial  cell  from  the  innate  immune 
response. For  this  reason,  it has  long been  considered  as one of  the major virulence 
determinant  in Gram‐negative  bacteria,  especially when  it  is  not  immunogenic  and 
then able to elude the adaptative immune response. This is the case of E. coli K1. Very 
little  is  known  about  the  mechanism  of  capsule  association  to  the  cell  surface. 
Nevertheless  it  has  been  reported  that  the  pathogenicity  of  Klebsiella  pneumoniae  is 







in  the  core  oligosaccharide  biosynthesis  of  LPS  from  Klebsiella  pneumoniae  and 
Escherichia  coli,  and  their  involvement  in  the  interaction  between  the  core 
oligosaccharide and the capsule. 
The  structures  of  LPS  from  several  mutants  from  Klebsiella  pneumoniae  and 
Escherichia coli, which showed a decrease in the capsule association, were analysed. 
As  in  several  pathogen  bacteria  the  capsule  has  been  described  as  the major 














The  lipopolysaccharides  isolation  from  the  dried  bacterial  cells  is  usually 
performed following two different standardized procedures. 
The  classical  phenol‐water  (PW)  method  had  been  widely  used  for 
lipopolysaccharides extraction (Westphal  and Jann, 1965). It uses a mixture of phenol 
and water (1:1, v/v) at 68°C (at this temperature the mixture appears as a mono‐phase 
system). After  centrifugation  at  26°C,  the  two  components  are  separated.  The  LPS 





petroleum  ether  (2:5:8,  v:v:v),  which  allows  to  extract  the  more  lipophilic 











Typically,  because  of  the  wide  molecular  mass  range  of  LPS  molecules 
biosynthesized by a bacterium,  the electrophoresis profile of an LPS shows a  ladder 
like pattern. 
The  LPSs  are  amphiphilic  molecules,  able  to  form  big  size  micelles.  The 
denaturing agents generally used to perform the analysis are sodium dodecyl sulfate 
(SDS)  and  sodium deoxycholate  (DOC). The  latter gives  a better  resolution  for  low 
molecular  mass  molecules  (Komuro  and  Galanos,  1988).  Nevertheless  the  best 
resolution in this range can be achieved by using tricine‐SDS‐PAGE.  




The  identification of  the monosaccharides present  in  the LPS  is carried out by 




pattern. Generally  the  fragmentation pattern of a methyl glycoside  is more complex 
respect to the corresponding alditol acetate. 
Moreover, using GC‐MS,  it  is possible  to obtain  the  linkage positions of  each 
monosaccharide through the analysis of the partially methylated alditol acetates. 






The  procedure  consists  in  the differentiation  of D  and L monosaccharides  through 
diastereoisomeric  octylglycosides  preparation,  using  (+)‐2‐octanol.  The  comparison 












































































information  about  the  presence  of  acetyl  groups  and  pyrophosphates  substituents 































































spectrometry  analysis  of  the  mixture  gives  important  information  about  the 
components. Knowing  the molecular mass,  on  the  basis  of  the  sugar  analysis,  it  is 
possible  to  define  the  composition  of  the  oligosaccharides.  Moreover  the  Mass 





Purification  of  oligosaccharide  mixtures  is  generally  achieved  by  using 
chromatographic  techniques.  When  the  components  show  high  difference  in  the 
molecular masses, size‐exclusion chromatography is suitable for separation. Different 
kind  of  resins  are  commercially  available, with  different  range  of  pore  sizes.  It  is 
possible to elute the sample using water or buffers with high ionic strength.  
The  best  separation  can  be  achieved  by  high  pressure  anion  exchange 
chromatography (HPAEC). It is widely used for carbohydrate purification and works 
at high pH values,  at which  the oligosaccharides  are highly  charged. Moreover  the 
oligosaccharides  deriving  from  LPS,  often  contain  phosphoryl  substituents,  which 
confer  other  negative  charges.  HPAEC  allows  separation  of  oligosaccharides  with 
small  differences  in  the molecular mass,  of  oligosaccharide  isomers  and,  since  the 
retention  time depends on  the  charge  to mass  ratio,  it allows also  the  separation of 











Mass spectrometry  is widely applied  to carbohydrates structure elucidation.  It 
provides  information  about  the  molecular  mass  of  the  samples  and,  in  particular 
cases, information about the sequence of the monosaccharides. 
The  MALDI  and  ESI  ionization  sources  are  suitable  for  oligosaccharides 
structure  elucidation.  In  the  standard  conditions  used  to  perform  the  experiments, 
both  the  ionization mechanisms do not  cause  fragmentation of  the oligosaccharidic 




Among mass  analyzers,  the  FT‐ICR  gives  the  best  resolving  power.  In  fact, 
depending  on  the magnetic  field  strength,  it  can  achieve  a mass  resolving  power 
higher than 100000 and a mass accuracy less than 1 ppm.  
It  is  usually  coupled  with  an  electrospray  ionization  source  and  it  finds 
important applications in LPS analysis. In particular it is possible to perform the CSD 
(Capillary Skimmer Dissociation) experiment, which allows the cleavage of the labile 
glycosidic  linkage between  the Kdo and  the GlcN4P belonging  to  the  lipid A. Thus, 
analysing the intact LPS, it is possible to obtain information about both the core region 
and the lipid A. The signals belonging to the core region are, most of the times, easily 
recognizable, because  they are characterized by  the  loss of 44 u, which  is due  to  the 
Kdo de‐carboxylation (Kondakov and Lindner, 2005) . 
Using  a  MALDI‐TOF  system,  it  is  possible  to  analyze  the  fragment  ions 







possible  to  perform  a  post  source  decay  (PSD)  experiment,  during which,  varying  
conveniently  the detector parameters,  those  ions can be correctly  focused  (Spengler, 
1997). Moreover, when a spectrometer is equipped with a collision cell, it is possible to 
perform  tandem mass  spectrometry  experiments,  selecting  an  ion  and  inducing  its 
fragmentation.  
Nevertheless, the interpretation of fragmentation spectra of carbohydrates is not 
always  easy,  because  fragmentation  could  not  occur  at  each  glycosidic  linkage. 





The  nomenclature  used  for  fragment  types  classification  was  developed  by 
Domon and Costello in 1988 (Figure 2.2). The cleavage of the glycosidic bond can lead 
to  the  formation of B, C, Y and Z  fragment  types. The  fragments which contain  the 
reducing end of  the oligosaccharide are named Y and Z, while  those containing  the 
non reducing end of the molecule are named B and C fragments. Each fragment is also 







Mass spectrometry alone  is not able  to give all  the necessary  informations  for 




NMR  spectroscopy  is  fundamental  for  oligo‐polysaccharides  characterization. 
Carbon  chemical  shifts values  for  each  residue  are highly  conserved,  and  there  are 
small  differences  in  the  protons  chemical  shifts  respect  to  the  reference  methyl 
glycosides, due to the influence of the neighbour residues. 
The region from 4.4 to 5.4 ppm in the 1H‐NMR spectrum of an oligosaccharide 
comprises  the  anomeric  signals.  The  number  of  signals  in  this  region  gives 
information on  the number of aldopyranoses present  in  the molecule. The anomeric 
configuration  can  be  deduced  by  the  chemical  shift  of  the  anomeric  protons  and 
carbons and by the 3JH1,H2 and 1JC1,H1 values (Table 2.1). The carbinolic region (from 3.0 








In  the  high  field  region  of  the  1H‐NMR  spectrum  it  is  possible  to  find Kdo 












the experiment  is performed  in  the phase sensitive mode,  the cross peaks appear as 





a  gluco  configuration,  the  TOCSY  spectrum  will  define  all  the  spin  system. 
Nevertheless the lipopolysaccharides contain, in the inner core, peculiar sugars like L‐
glicero‐D‐manno‐heptoses. The 3JH1,H2 in the manno‐configured sugars is very small and 
this create an  interruption  in  the magnetization  transfer, which makes very difficult 
the complete assignment.  
The linkage positions of the monosaccharides can be determined by the carbons 







































K2  CPS  is  associated  to  the  cell  surface  through  an  ionic  interaction,  between  the 
acidic  residues  present  both  in  the  CPS  and  in  the  LPS  core  region, mediated  by 
divalent cations (Fresno et al., 2006; Figure 3.1). 
Despite the presence of two GalA residues in the core region (Reguè et al., 2005; 
Vinogradov  et  al.,  2001),  only  one  Galacturonosyltransferase  was  identified.  Thus, 
either  the  previously  identified  GalA  transferase  (WabG;  Izquierdo  et  al.,  2003)  is 
































































The LPS  from Klebsiella  pneumoniae  ΔwaaL‐ΔwabO double mutant was  isolated 
from the dried cells by PCP (phenol: chloroform: light petroleum) with a yield of 2.6%. 
The LPS (LPSwaaL‐wabO) was then analysed by (tricine)‐SDS‐PAGE together with an LPS 
sample obtained  from Klebsiella  pneumoniae  52145  (LPS52145; Figure  3.1). As  expected 





  Fig  3.1.  (tricine)‐SDS‐PAGE  LPS  from.  A: 
  Klebsiella  pneumoniae  52145  wild  type  and  B: 







The  glycosyl  analysis  of  LPSwaaL‐wabO  together  with  absolute  configuration 















48% HF  and,  after  reduction  of  the  free  reducing  glucosamine,  a  stronger  alkaline 





pattern  of  signals  (spectrum  not  shown)  suggesting  the  presence  of  a  mixture  of 
oligosaccharides. The signal at m/z 1679.86 was in agreement with the presence of one 
hexose,  three  heptoses,  one  glucosamine,  one  glucosaminitol,  two  Kdo  and  one 
hexenuronic unit (calculated average mass (M+H)+=1680.47). The presence of the latter 
residue  was  probably  due  to  a  β‐elimination  reaction  underwent  by  a  4‐linked 
Hexuronic  acid. Additional peaks  in  the  spectrum  could be  attributed  to molecular 



























The  1H‐NMR  spectrum confirmed  that OSKOH was a complex oligosaccharides 
mixture. By comparing  the  1H‐NMR anomeric region spectrum of OSKOH  (Figure 3a) 
with previously published 1H‐NMR of the same fraction obtained from LPSwaaL (Figure 
3b, Reguè et al., 2005 (b)) we can note the presence of a signal at 5.65 ppm, correlated 
to a carbon signal at 106.7 ppm  in a HSQC‐DEPT experiment,  that was  identified as 
the H‐4 of a threo‐hex‐4‐enuronopyranosyl unit. 
This last residue could derive from a 4‐substituted GalA after β‐elimination that 


















In order  to confirm  this hypothesis and  to check  if alkaline  treatment had  removed 





The  positive  ions MALDI‐TOF mass  spectrum  of OSAcOH  (Figure  3.5)  showed  two 






























B3  ion at m/z 485.8, which  indicated  the presence of  the  fragment Glc‐Glc‐GlcN. The 
fragment ions Y4 and Z4 at m/z 1175.6 and 1157.7, respectively, confirmed the absence 
of  the  t‐β‐GalA  in  the  inner  core  structure.  In addition,  further  signals arising  from 
these  ions by multiple Y‐type  cleavages were also present  in  the  spectrum. Starting 
from the B6 signal at m/z 1422.8 there was a peak at m/z 938.3 which derived from the 
loss  of  two  Glc  and  one  GlcN.  The  signal  at  600.9  m/z  derived  from  a  double 
fragmentation from the peak at 938 m/z, with simultaneous loss of a Glc and a GalA 





















































1  1661.41  1660.9  ▲  M (Glc3 GalA Hep3 GlcN Kdo) 
2  1423.21  1422.8  ▲  B6 
3  1175.96  1175.6  ▲  Y4 
4  1157.95  1157.7  ▲  Z4 
5  937.77  938.3   ▲  B6 ‐Glc‐Glc‐GlcN 
6  600.51  600.9   ▲  B6‐(Glc)3 ‐GlcN‐GalA 
7  485.44  485.8  B3 
8  324.28  323.9  B3 ‐Glc 





was  obtained  on  the  basis  of  the  1H‐1H  DQF‐COSY,  TOCSY,  ROESY  and  1H‐13C 
HSQC–DEPT  spectra  (Table  3.2).  For  the Kdo  spin  system  the  assignment was  not 
allowed  due  to  the  well  known  arrangements  of  this  sugar  in  multiple  forms, 
including 2,7‐anhydro form (McNicholas et al., 1987). The 1H and 1H‐13C HSQC‐DEPT 
NMR spectra (Figure 3.7a and b, respectively), recorded for OSAcOH, contained signals 
for  8  anomeric  protons  and  carbons.  In  the  2D‐NMR  spectra  it  was  possible  to 
recognize  some of  the  spin  systems  already observed  in OSKOH  spectra.  In  addition 
other  signals  due  to  the  saccharide  moiety  lost  during  alkaline  degradation  were 
present. In particular the residue G with H‐1/C‐1 signals at δ 5.42/99.8 (3JH‐1,H‐2 3.9 Hz) 
was assigned to a α‐glucose unit on the basis of the chemical shift of the carbons and 



















value of  the  chemical  shift of C‐6 at 175.4 ppm. Finally  the  residue E with H‐1/C‐1 
signals at δ 4.92/100.6 was assigned to an α‐heptose on the basis of the low values of 
the  3JH‐1,H‐2  and  3JH‐2,H3, which  suggested,  together with  the  carbons  chemical  shift,  a 
manno  configuration.  In  addition  all  the  carbons  and  protons  chemical  shift  values 



























































































































































































Moreover  an  in  vitro  assay  (data  not  shown)  demonstrates  that  the  purified 
WabO  is  able  to  catalyze  the  transfer of GalA  from UDP‐GalA  to  the  acceptor LPS 


















virulence  and  the  amount  of  cell‐bound  capsule,  transmission  electron microscopy 
experiments  were  performed  (Figure  3.8).  The  experiments    were  carried  out  in 
Spanish  laboratories  by  using  specific  anti‐K2  capsule  serum  with  Klebsiella 
pneumoniae 52145 ΔwabO whole cells. It showed a drastic reduction  in the amount of 
cell‐bound  capsule  in  comparison  to  wild  type  (Figure  3.8).  A  similar  result  was 
obtained using Klebsiella pneumoniae 52145 double mutant ΔwaaL‐ΔwabO cells versus 
ΔwaaL. As  expected,  introduction  of wabO  restored wild  type  levels  of  cell  surface 
associated K2 capsule (Figure 3.8). 








In  order  to  confirm  this  result  the  LPS  extraction  from  Klebsiella  pneumoniae 
ΔwaaL‐ΔwabO double mutant cells was repeated using a modified PW method. After 













  after  ultracentrifugation  of  the  extract.  It  shows  the 
  presence  of  both  the  LPS  and  of  the  CPS.  b‐c) 
  electrophoresis  profile  of  two  fractions  obtained  after 











Frirdich  and  Whitfield,  2005).  In  this  work  a  new  glycosyl  transferase  has  been 
identified for  the core LPS biosynthesis of Klebsiella pneumoniae 52145. NMR and MS 
analysis of LPS  from  the ΔwaaL‐ΔwabO mutant  together with  in vitro assay  indicate 
that  wabO  encodes  for  a  galacturonic  acid  transferase.  This  finding  complete  the 
characterization of the Klebsiella pneumoniae type 2 core gene cluster and confirmed the 
presence  of  an  ionic  interaction  between  core  OS  and  K‐antigen  in  Klebsiella 
pneuomoniae, providing  a direct prove  for  the  involvement of GalA  residues  in  this 
interaction (Fresno et al., 2007). 
Even  if not  all  the  capsulated  strains  in Klebsiella  pneumoniae  are virulent,  the 
capsular polysaccharides are  thought  to be one of  the major virulence determinants. 
Capsular polysaccharides  in Klebsiella pneumoniae are classified  in 77 serotypes. They 
are mostly constituted of  repeating units consisting of  four  to six sugars, very often 
comprising  uronic  acids. Nevertheless,  among  clinical  isolated  strains,  25  of  the  77 
capsular types have been found.  
Because  of  its  role  in  virulence  a  CPS  based  vaccine  was  thought  to  be 
developed  for Klebsiella pneumoniae. To be effective and of wide utility, a CPS based 
vaccine should contain at least 25 CPS types. Moreover it must be considered that CPS 
could  cause  autoimmunity,  due  to  similarity  between  CPS  and  glycosidic  groups 
present on the host cell surface.  

















Bacteria were  grown  in LB  broth  and LB  agar. LB media was  supplemented 
with kanamycin  (50 μg/ml), ampicillin  (100 μg/ml), chloramphenicol  (20 μg/ml), and 
tetracycline (25 μg/ml) when needed.  
LPS  was  extracted  from  dry  cells  according  to  the  phenol/chloroform/light 
petroleum  ether method  (Galanos  et  al.,  1969)  and  the  yield  resulted  to  2.6%.  LPS 
samples  were  separated  by  N‐[2‐hydroxy‐1,1‐bis(hydroxymethyl)ethyl]glycine 






to allow  the O‐deacylated LPS precipitation  (Holst, 2000). The  suspension was  then 















Monosaccharides were  analyzed  as  their methyl  glycoside  acetates. Briefly,  a 
sample (1 mg) of LPS was dried over P2O5 overnight, treated with 1M HCl/CH3OH (1 
mL) at 80  °C  for 20 h and  the crude  reaction was extracted  twice with hexane. The 
methanol layer was then neutralized with Ag2CO3, dried and acetylated. 






and Kerek,  1984). Briefly,  the methylated  sample was  carboxymethyl  reduced with 
NaBD4  in  ethanol, mild hydrolyzed  (0.1 M TFA,  100°C,  30 min)  to  cleave  ketosidic 
linkage,  reduced  by  using  NaBD4,  then  totally  hydrolyzed  (2  M  TFA,  120°C,  2h), 
reduced with NaBD4 and finally acetylated (Ac2O 50 μl, Py 100 μl). 
Partially  methylated  alditol  acetates  and  methyl  glycoside  acetates  were 
analyzed on a Agilent Technologies gas chromatograph 6850A equipped with a mass 
selective detector 5973N and a Zebron ZB‐5 capillary column  (Phenomenex, 30 m x 
0.25 mm  i.d.,  flow  rate  1 ml/min, He  as  carrier  gas). Acetylated methyl  glycosides 
analysis was  performed with  the  following  temperature  program:  150°  for  3 min, 
150°→240°  at  3°  C/min.  For  partially  methylated  alditol  acetates  the  temperature 
program was: 90 °C for 1 min, 90 °C →140 °C at 25 °C/min, 140 °C→200 °C at 5 °C/ 









The  cell were  extracted  by  using  a mixture  of  phenol  and  phosphate  buffer 








 1H‐NMR  spectra were  recorded  in D2O  at  400 MHz with  a Bruker DRX  400 
Avance spectrometer equipped with a reverse probe, in the FT mode at 303 K. 13C and 
1H chemical shifts were measured in D2O using acetone as internal standard (δ 2.225 
and  31.45  for  proton  and  carbon,  respectively).  Two‐dimensional  homo‐  and 








frequency  of  5  Hz  by  337  nm  photons  from  a  pulsed  nitrogen  laser.  PSD  was 
performed  using  an  acceleration  voltage  of  20  kV.  The  reflectron  voltage  was 
decreased  in  10  successive  25%  steps.  Mass  calibration  was  obtained  with  a 























Once we determined  the  function of  the Orf10  (WabO)  in Klebsiella  pneumoniae, we 
searched  for similarities of  the aminoacidic sequence  in  the database. YibD of E. coli 
showed high similarity with WabO. Furthermore  the protein contained a conserved 
domain, typically presents in glycosyltransferases. The yibD gene is located upstream 






















In  order  to  simplify  this  analysis  two  mutants  were  constructed  for  E.  coli 










The  dried  cells  in  both  cases  were  extracted  by  the  PCP  method  (phenol: 
chloroform:  light  petroleum;  Galanos,  1969).  The  recovered  material  was  then 
analyzed by SDS‐PAGE which confirmed the rough nature of the LPSs (Figure 4.2).  
The  sugar  analysis  on  both  samples  was  performed  by  GC‐MS  analysis  of 











The LPS  from  the  ΔwaaL  and  ΔwaaL‐ΔyibD mutants were de‐O‐acylated with 
anhydrous  hydrazine  obtaining  LPS‐OHwaaL  and  LPS‐OHwaaL‐yibD  respectively.  The 
samples were freeze‐dried and analyzed by ESI‐MS. 






presence  of  a  complex  mixture  of  LPS‐OH  structures  that  had  a  composition  as 
indicated in Table 4.1. The most abundant species, named M3, M6, M8 and M10, shared 
the  same  composition  except  for  phosphates  content.  In  addition,  less  abundant 
species,  containing  three Kdo units, were present,  in agreement with  the  finding of 
only 10‐15% of these species on the cell surface of E. coli K‐12 (Frirdich et al., 2003).  
The ESI‐MS spectrum  (Figure 4.4; Table 4.2) of  the LPS‐OHwaaL‐yibD appeared as 
complex  as  that  of  the  LPS‐OHwaaL,  but  in  the  former  the  most  abundant  species 
contained only one Kdo unit. Moreover species containing  three Kdo  residues were 
completely absent. 
These data suggested that the yibD gene  is  involved  in the transfer of the Kdo 
III. To confirm this hypothesis, other E. coli K‐12 mutants were constructed. In order to 
reduce the number of LPS structures to analyse, deep rough mutants were considered. 
As  stated  above  the  gene  responsible  for  core OS  biosynthesis  in  E.  coli  are 
































M1  3171.93  3172.06  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcGlcNAcyl2P4 
M2  3103.99  3103.99  Glc3Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P5EtN 
M3  3091.92  3091.99  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P5EtN 
M4  3048.90  3048.94  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P5 
M5  3023.97  3024.02  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P4EtN 
M6  3011.99  3012.02  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P4EtN 
M7  2980.98  2980.98  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P4 
M8  2968.98   2968.983  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P4 
M9  2900.95  2901.018  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P3 
M10  2889.00   2889.017  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P3 
M11  2871.85  2871.93  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P5 EtN 
M12  ND  2828.89  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P5 
M13  2819.97  2819.962  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4EtN 
M14  ND  2791.967  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P4EtN 
M15  2776.88  2776.92  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4 
M16  2748.90  2748.92  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P4 
M17  2737.89  2737.87  Gal1Glc2Hep3Kdo2GlcNAcyl2P5EtN 
M18  2696.92  2696.95  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P3 
M19  2679.90  2679.87  Gal1Glc3Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5EtN 
M20  2668.94  2668.96  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P3 
M21  2614.86  2614.87  Gal1Glc2Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4 
M22  2556.86  2556.86  Gal1Glc3Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4 
M23  2517.85  2517.82  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5EtN 
M24  2474.76  2474.77  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5 
M25  2437.81  2437.852  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4EtN 
M26  2394.79  2394.81  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4  



















M1  3171.93  3172.06  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcGlcNAcyl2P4 
M2  ND  3103.99  Glc3Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P5EtN 
M3  3091.92  3091.99  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P5EtN 
M4  3048.90  3048.94  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P5 
M5  ND  3024.02  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P4EtN 
M6  3011.99  3012.02  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P4EtN 
M7  ND  2980.98  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P4 
M8  2968.98   2968.983  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P4 
M9  ND  2901.018  Gal1Glc2Hep3Rha1Kdo3GlcNAcyl2P3 
M10  2889.00   2889.017  Gal1Glc3Hep4Kdo2GlcNAcyl2P3 
M11  2871.85  2871.93  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P5 EtN 
M12  2828.87  2828.89  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P5 
M13  ND  2819.96  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4EtN 
M14  2791.87  2791.96  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P4EtN 
M15  2776.88  2776.92  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4 
M16  2748.90  2748.92  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P4 
M17  2737.89  2737.87  Gal1Glc2Hep3Kdo2GlcNAcyl2P5EtN 
M18  ND  2696.95  Gal1Glc3Hep3Kdo2GlcNAcyl2P3 
M19  2679.90  2679.87  Gal1Glc3Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5EtN 
M20  2668.94  2668.96  Gal1Glc3Hep4Kdo1GlcNAcyl2P3 
M21  2614.86  2614.87  Gal1Glc2Hep3Kdo2GlcNAcyl2P4 
M22  2556.86  2556.86  Gal1Glc3Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4 
M23  2517.85  2517.82  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5EtN 
M24  2474.76  2474.77  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P5 
M25  2437.81  2437.852  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4EtN 
M26  2394.79  2394.81  Gal1Glc2Hep3Kdo1GlcNAcyl2P4  















The  LPSs  were  isolated  from  the  dried  cells  by  the  PCP  method  (phenol: 
chloroform:  light  petroleum).  The  recovered  material  was  then  analyzed  by  SDS‐
PAGE which confirmed a high truncation of the core oligosaccharide in this mutants 
(Figure 4.6). 














The  lipopolysaccharides  from  ΔwaaF  and  ΔwaaF‐ΔyibD  mutants  were  de‐O‐
acylated  with  anhydrous  hydrazine  obtaining  LPS‐OHwaaF  and  LPS‐OHwaaF‐yibD, 
respectively.  The  samples were  analysed  by  ESI‐MS  in  the  negative‐ion mode. As 
expected  the  LPS‐OHwaaF  mass  spectrum  showed  a  reduced  number  of  molecular 
species,  and  all  the  signals  were  identified  as  reported  in  Table  4.3.  The  most 




Table 4.3. E. coli LPS‐OHwaaF   mass data The spectrum was acquired  in  the negative 








M1  1724.61  1724.75  HepKdo3GlcNAcyl2P 
M2  ND  1707.66  HepKdo2GlcNAcyl2P2PEtN 
M3  1584.52  1584.65  HepKdo2GlcNAcyl2P2 
M4  1504.45  1504.69  HepKdo2GlcNAcyl2P 
M6  1364.47  1364.59  HepKdoGlcNAcyl2P2 
M7  1284.45  1284.63  HepKdoGlcNAcyl2P 
M8  952.37  952.47  GlcNAcyl2P2 
M9  872.35  872.51  GlcNAcyl2P 





spectrum  clearly  showed  the  lack  of  the M1    specie.  The  highest molecular weight 


















M1  ND  1724.75  HepKdo3GlcNAcyl2P 
M2  1707.50  1707.66  HepKdo2GlcNAcyl2P2PEtN 
M3  1584.52  1584.65  HepKdo2GlcNAcyl2P2 
M4  1504.45  1504.69  HepKdo2GlcNAcyl2P 
M6  1364.47  1364.59  HepKdoGlcNAcyl2P2 
M7  1284.45  1284.63  HepKdoGlcNAcyl2P 
M8  952.32  952.47  GlcNAcyl2P2 
M9  872.38  872.51  GlcNAcyl2P 






For  a  further  confirmation  about  the  attributed  compositions,  MS‐MS 
experiments were performed on the two species M1 and M2 (Figure 4.7 and 4.8; Table 
4.5 and 4.6). The fragmentation spectrum of M1 showed the loss of two Kdo units from 
the  parent  ion  signal  at m/z  1723.829  giving  the  Y4  and  Y3    ions  at    1503.752  and 
1283.678 m/z respectively. The presence of the signal at 1091.605 m/z indicated the loss 
of one heptose from the Y3 ion, while the signal at 871.520 m/z was attributed to a Y2 
ion corresponding  to  the de‐O‐acylated  lipid A. A  type B  ion was also  found at m/z 









signal  Observed mass (m/z)  Calculated mass (Da)  Composition 
M  1723.829  1724.745  Kdo3HepGlcNAcyl2P 
Y4  1503.752  1504.687  Kdo2HepGlcNAcyl2P 
Y3  1283.678  1284.628  KdoHepGlcNAcyl2P 
Y3 ‐ Hep  1091.605  1092.565  KdoGlcNAcyl2P 
Y2  871.520  872.507  GlcNAcyl2P 
B3  851.258  852.238  Kdo3Hep 











































signal  Observed mass (m/z)  Calculated mass(Da)  Composition 
[M‐H]‐  1706.427  1707.661  Kdo2HepGlcNAcyl2P3EtN 
M‐P  1608.488  1609.685  Kdo2HepGlcNAcyl2P2EtN 
Y3  1363.403  1364.595  KdoHepGlcNAcyl2P2 




In  the  E.  coli  K‐12  core  type,  the  PEtN  had  been  found  as  non  stoichiometric 
substituent both in position 7 of the Kdo II and in position 4 of the Hep I. In this case, 
the simultaneous loss of Kdo and PEtN suggested that it is located on the Kdo residue. 



































The  yibD  gene  is  located  upstream  of  the  waa  cluster  of  E.  coli  and  the 
corresponding  YibD  protein  showed  high  similarity  with  the  WabO 
glycosyltransferase, which  is  involved  in  the  core  biosynthesis  and  in  the K2 CPS 
association to the cell surface in Klebsiella pneumoniae 52145 (Fresno et al., 2007).  
The E. coli ΔyibD mutant showed a decrease in the amount of cell bound capsule 
suggesting  for  YibD  a  function  similar  to  that  of  the  Klebsiella  pneumoniae  WabO 
glycosyltransferase.  
To  verify  this  hypothesis  the  LPS  from  various  E.  coli  K‐12  mutants  were 
analysed. First the LPS from ΔwaaL and ΔwaaL‐ΔyibD mutants were compared. The O‐
deacylated LPS were analysed by ESI mass spectrometry. The analysis of the spectra 
suggested  that  the difference between  the LPS‐OHwaaL  and LPS‐OHwaaL‐yibD  resides  in 
the  inner  core  and  in particular  in  the  third Kdo  residue, which was  absent  in  the 
LPSwaaL‐yibD. To confirm these results, ESI‐MS analysis was performed on mutants with 
an high truncated core too (LPSwaaF and LPSwaaF‐yibD). 
Thus  we  determined  the  function  of  the  yibD  gene  which  resulted  to  be 
responsible of the transfer of the third Kdo residue in the inner core of E. coli O16:K1 
(K‐12 core type). The lack of the negatively charged Kdo residue leads to a decrease in 
the  cell bound  capsule. These data  suggested  that  also  in  this  case,  as  for Klebsiella 












ΔwaaF‐ΔyibD  (4,1  g),  according  to  the  phenol/chloroform/light  petroleum  ether 




Monosaccharides were  analyzed  as  their methyl  glycoside  acetates. Briefly,  a 
sample (1 mg) of LPS was dried over P2O5 overnight, treated with 1M HCl/CH3OH (1 











a  ice  bath.  Cold  acetone  was  added  to  allow  the  O‐deacylated  LPS  precipitation 












was  employed;  All  the  analyzed  molecules  were  dissolved  in  CH3OH  and  then 





















or  geochemically  extreme  conditions  that  are detrimental  to  the majority  of  life  on 
Earth. Extremophile microorganisms are  found  in all  three domains of  life: Archaea, 
Bacteria,  and  Eucarya  and  they  are  grouped  in  many  different  classes,  each 
corresponding to the way its environmental niche differs from mesophilic conditions 
(Table 5.1).  















Metalotolerant  tolerating  high  levels  of dissolved  heavy metals  in 







Halophile  bacteria  are  able  to  optimally  grow  in  environments  with  high 
concentration of  salt. Halophiles  can be  classified  into  three groups on  the basis of 
their response  to NaCl:  (i)  the slight halophiles  (most rapid growth at 2  to 5% NaCl 








balance  of  the  osmotic  pressure  from  the  environment  using  organic  compatible 














The  alkaliphile, uses Na+/H+  antiporters  in pH  regulation which  result  in  an 
extraordinary  capacity  for  pH  homeostasis.  Above  pH  9.5,  aerobic  alkaliphiles 
maintain a cytoplasmic pH that is two or more units below the external pH.  
This  chemiosmotically  adverse  delta  pH  is  bypassed  by  use  of  an 
electrochemical gradient of Na+ rather than of protons to energize solute uptake and 
motility (Krulwich, 1995). In this way the cytoplasm does not reach very high values 
of pH  and  the  intracellular  enzymes  from  these microorganisms do not need  to be 
adapted to estreme growth conditions (van den Burg, 2003). 
The cell surface may play a key role in keeping the intracellular pH value in the 
















island  in  the  south of  Italy.  It  is able  to optimally grow  in media  containing  3‐15% 
(w/v) total salt and at   pH between 9‐10 (Romano et al., 1996; Romano et al., 2001). It 
accumulates  osmoprotectants  such  as  glycine  betaine,  ectoine,  hydroxyectoine  and 
glutamate, whose relative proportion depends on growth conditions. The main lipids 
produced by the bacterium were 1,2 diacylglycero‐3‐phosphorylethanolamine (PEA), 
1,2  diacylglycero‐3‐phosphoryl‐glycerol  (GPG)  and  cardiolipin  (DPG).  The 
predominant  fatty  acids were  C16:0  and  C18:1, minor  fatty  acids were  C16:1  and 
C18:0. The relative percentage of polar lipids and fatty acids were affected by growth 
conditions (Romano et al., 2001). 
Several  haloalkaliphilic  bacteria  are  able  to  thrive  in  alkaline  hyper‐saline 
environments  thanks  to  their  ability  to maintain  a  lower  salt  concentration  and  a 




The  lipopolysaccharides, which  constitute  the  75%  of  the  outer membrane  of 
Gram‐negative bacteria,  are  supposed  to play  a  crucial  role  in  the outer membrane 




Recently  it was determined  the O‐chain  repeating unit structure of  the LPS of 




















































Here  is  reported  the  complete  core  oligosaccharide  structure  of  Halomonas 












The  LPS  was  recovered  from  dried  bacteria  by  extraction  with 
phenol/chloroform/light petroleum as described (Galanos et al., 1969). The sample was 
















The  electrophoresis  profile  confirmed  the  presence  of  few O‐chain  repeating 
units for the LPS of H. pantelleriensis, as previously reported (Corsaro et al., 2006). 
The LPS, after  reduction of  the carboxylic groups with NaBD4, was hydrolyzed and 
acetylated  to  give  alditol  acetates,  the  analysis  of  which  by  GC‐MS  revealed  the 













Methanolysis of  the LPS was performed,  followed by extraction with hexan  in 
order  to  separate  the  lipidic  from  the  saccharidic portion. The  former  fraction was 
analyzed by GC‐MS revealing the presence of decanoic, dodecanoic, and 3‐hydroxy‐




Since  in  untreated  LPS  Kdo  could  not  be  found,  the  LPS  was  first 
dephosphorylated with  48%  aqueous HF  and  then  subjected  to methanolysis  and 































containing  the oligosaccharidic portion of  the LPS was  fractionated on a  column of 










Based  on  sugar  analysis,  the  following  composition  for  the  oligosaccharide 
corresponding  to  the  signal  at  m/z  2506.798  was  deduced:  (O‐
ChainRU)1(Glc)3(Hep)4(GlcNAc)1(Kdo)‐18. The long hydrolysis time required to cleave 


























ICR  mass  spectrum  of  the  main 
fraction isolated after  
Sephadex G‐50 of  the oligosaccharides 
mixture  obtained  after  mild  acid 










Methylation  analysis  on  this  sample  identified  the  substitution  pattern  of  the  core 
region,  i.e.  terminal Glc, 4‐linked Glc, 6‐linked Glc,  terminal Hep, 2‐linked Hep, 2,6‐









































the  mono‐sodiated  molecular  species  (Glc)3(Hep)4GlcNAc(GlcN)2KdoP3(C12:3OH)2, 
according to the calculated mass of 2676.913 Da. Moreover, the signal at m/z 3527.156 
was consistent with a LPS‐OH species containing one O‐chain repeating unit, as  the 
difference  to  the  ion at m/z 2676.933 corresponded  to  the mass of  the  repeating unit 
(828.228 Da; Corsaro  et  al.,  2006).  Finally  the  signals  at m/z  2484.864  and  3335.085 
confirmed the presence of two core glycoforms differing for one heptose unit. 
The  presence  of  4‐substituted  uronic  acids  in  the  O‐chain  repeating  units 
allowed the  isolation of a phosphorylated core structure  lacking most of the O‐chain 
























The  ESI‐FT‐ICR  mass  spectrum  of  deacylated  LPS  identified  six 
















M1  2023.520  2023.520  (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)3 Kdo P3 
M2  2168.597  2168.594  QuiN (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)3 Kdo P3 
M3  2215.594  2215.583  (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)4 Kdo P3 
M4  2325.635  2325.631  ΔHexNA QuiN (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)3 Kdo P3 
M5  2360.665  2360.657  QuiN (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)4 Kdo P3 
M6  2517.705  2517.694  ΔHexNA QuiN (Glc)3 (GlcN)3 (Hep)4 Kdo P3 
a.i.
M4 





























The oligosaccharides mixture was  then partially purified by HPAEC,  and  the 
chromatogram  obtained under  alkaline  conditions  identified  three  fractions  (Figure 
5.8). ESI–FT‐ICR mass  spectra of  these  fractions  (data not  shown)  showed  that each 














the  non‐stoichiometric  intensities  of  residues  E,  F  and  G,  compared  to  the  other 





















The anomeric  regions of  the proton  spectra also  included a downfield  shifted 
signal at 5.86 ppm diagnostic for H‐4 of a threo‐hex‐4‐enuronoaminopyranose residue. 
2 D‐NMR spectroscopy experiments (COSY, TOCSY, ROESY, HSQC, HMBC, HSQC‐
TOCSY  and  2D  F2‐coupled  HSQC)  (Tables  5.2  and  5.3)  determined  the  complete 
structure of  the  two core oligosaccharides OS1 and OS2 as showed  in  figure 5.11,  in 
which  all  sugars were pyranoses. Residue A was  attributed  to  the  6‐substituted  α‐
GlcpN‐1P residue of  lipid A, based on the multiplicity of the anomeric proton signal 






































































α‐HexpNA, according  to H‐4/C‐4 chemical shift values  in  the sp2  region at 5.86 and 
108.3 ppm, respectively, and H‐2/C‐2 chemical shifts at 3.34/55.6 ppm.  
Residue N with C‐1/H‐1 signals at 103.4/4.49 ppm (3JH‐1,H‐2  8.8 Hz) was assigned to a 3‐













































Residue  1  2  3  4  5  6  7  8 

















































































































































































































In  the  1H‐NMR  spectrum  recorded  at  313  K  (Figure  5.10b)  an  additional 

















and  the  NOE  contact  H‐1  I/H‐7  H  indicated  the  sequence  α‐Glcp‐(1→7)‐α‐Hepp‐
(1→2)‐α‐Hepp. Long range scalar connectivities H‐1 K/C‐3 D, H‐1 L/C‐4 K, H‐1 M/C‐4 
L  and NOE  contacts  reported  in Table  5.4  (Figure  5.12)  allowed  to  assign  for  these 
































































































































































































7‐substituted α‐D,D‐Hepp gave an  intense NOE  correlation with both, H‐2 of  the 2‐
substituted and  the 2,6‐substituted α‐L,D‐Hepp  residues. Consistent with  these data 
were the long‐range scalar connectivities and the results of the methylation analysis. It 
is noteworthy  that  this  investigation allowed  the determination of  the biological O‐
chain  repeating  unit  by  identifying QuipNAc  linked  to  the  outer  core.  Finally,  the 
occurrence  in deacylated LPS of a species containing only  the QuipN suggested  that 





























Halomonas  pantelleriensis    (DSM  9661) was  isolated  from  the  sand  of  the  lake 
Venere on  the Pantelleria  island  in  Italy  (Romano et al., 1996) and was cultivated as 
reported  previously (Corsaro et al., 2007). 
Bacterial dried  cells  (11  g) were  extracted using phenol/chloroform/light petroleum 









glycosides. Acetylated alditols were obtained  from  the LPS  (1 mg). Briefly, LPS was 
treated with 0.5 M MeOH/HCl (0.5 ml, 85°C, 45 min.), and after the usual work up the 
methanol  layer was dried and  reduced with NaBD4. The  reaction mixture was  then 











analysis. Briefly  the  product  obtained  from  acid  hydrolysis  of  the LPS  (1 mg) was 
reduced with NaBH4. Methylation was performed with CH3I in DMSO and NaOH (2.5 
h;  Ciucanu  and  Kerek  1984).  The  product  was  then  hydrolyzed  with  4  M 
trifluoroacetic acid (100°C, 4 h), reduced with NaBD4 and then acetylated.  
The  absolute  configuration  of  the  sugars  was  determined  by  gas‐
chromatography of the acetylated (S)‐2‐octyl glycosides (Leontein et al., 1978). 
Derivatyzed monosaccharides were analyzed on a Agilent Technologies 5973N 
MS  instrument  equipped  with  a  6850A  gas  chromatograph  and  a  Zebron  ZB‐5 
capillary column (Phenomenex, 30 m x 0.25 mm i.d., flow rate 1 ml/min, He as carrier 
gas).  Acetylated  methyl  glycosides  and  alditolacetates  were  analysed  accordingly, 
with the following temperature programs: 150°C for 3 min, 150°C→240°C at 3°C/min 
and  150°C  for  3  min,  150°C→310°C  at  3°C/min.  For  partially  methylated  alditol 





















8.000  g,  30 min), washed  3  times with  acetone  and  finally  dissolved  in water  and 
lyophilized (35 mg). 





























(Bruker Daltonics,  Billerica, MA, USA)  equipped with  an  actively  shielded  7  Tesla 
magnet and an Apollo II ESI  ion source. Mass spectra were acquired using standard 
experimental sequences as provided by the manufacturer. Samples (~ 10 ng⋅μl‐1) were 
dissolved  in  a  50:50:0.001  (v/v/v) mixture  of  2‐propanol, water,  and  triethylamine 
(TEA). The  latter was added  step by  step  to  exclude  that pH 9 was  exceeded  since 
higher concentration of TEA might otherwise cause the cleavage of O‐linked fatty acid 
residues. The samples were sprayed at a  flow  rate of 2 μL⋅min‐1. Capillary entrance 
voltage was set  to 3.8 kV, and drying gas  temperature  to 180°C. The spectra, which 
showed  several charge  states  for each component, were charge‐deconvoluted, using 
the xmass‐6.1 software, and mass numbers given refer to the monoisotopic molecular 
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